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論文内容の要旨
超好熱菌由来のタンパク質は通常変性温度が1000C以上で、高い熱安定性を示す。これまで熱安定化機構について
は、様々な安定化の因子があげられているが、何れも定性的な提案である。本研究では、超好熱菌、 Pyrococcus
ルriosus 由来の Pyrroridone Carboxyl Peptidase (pfPCP) の X線結晶構造解析を行い、その構造をもとに熱安定
化機構を定量的に明らかにすることを目的とした。 PfPCP の X線結晶構造解析は野生型及び CyS 残基を Ser に置換
した変異型、 Cys142/188Ser (PfPCP-OSH) について行った。それぞれの解析の分解能は2.2Å と 2.7Åで、いずれも
ホモテトラマー構造をとっていた。
PfPCP の構造から熱安定化のメカニズムを定量的に明らかにするために、 1 )ヒトリゾチームの系統的な変異型
の「安定性/構造」データベースから得た個々の安定化因子のパラメータと、 2 )構造予測法における 3 次構造と 1
次構造の適合性の評価関数を発展させた太田らの SPMP (Stability profiles of mutant proteins) 法を用いた。こ
の方法で解析することによって庁PCP の高い熱安定性の原因として疎水性相互作用、水素結合、サプユニット聞の
イオン対の増加とより理想的な conformation への変換があげられ、超好熱菌蛋白質の熱安定化の起源に特別な安定
化因子があるのではなく、安定化の正負のファクターの組み合わせが好熱菌蛋白質の方が少し常温菌蛋白質のそれに
勝っているために高い熱安定性を示しているにすぎないと結論できた。本研究は、これまでは、超好熱菌由来蛋白質
の熱安定性のメカニズ、ムをX線結晶構造から定性的にしか議論できなかったが、定量的に検討する方向を示したとこ
ろに特徴がある。
超好熱菌由来ウィルスは Pyrococcus βJriosus 70S リボソームの結晶構造解析を目指した実験の中で偶然に発見され
た。 70S リボソームは、活性測定、二次元電気泳動、電子顕微鏡観察により、高活性で粒子の形状も非常に均一であ
ることが確認された。この高純度のサンプルを用いて結晶化を行った結果、沈殿剤として MPD を用いた実験で得ら
れた結晶が3.5Å分解能という非常に高分解能の回折データを与えた。重原子同型置換法により構造解析を進めていっ
たが、得られた電子密度が本来、リボソームにはないとされている球殻構造を持っていたため、重原チサイトの非結
晶学的な対称 (NCS) を調べたところ、重原子サイトが icosahedral な対称を持っていることが明らかとなった。電
子密度をさらに精密化したところ、この球状粒子は直径約30nm の大きさで T= 3 の対称を持つことが分かった。こ
の解析結果は、結晶の成分の SDS-電気泳動、電子顕微鏡観察の結果とも一致しており、結晶はリボソームのもので
はなく、ウィルス状粒子のものである事が明らかになった。これまで超好熱菌由来のウィルスについてはその発見に
? ?? ?
ついての報告もなく、その構造が明らかになる事の意義は非常に大き~ '0 また、この高温においても非常に安定な粒
チは球状構造内部に RNA を持っており、代わりに様々な薬剤、遺伝子等を詰め込む事で Drug Delivery System 
CDDS) への応用も可能であろう。
今回の実験では、非常に高純度かつ高濃度のリボソーム溶液中に微量に存在するウィルスが結晶化し、 3.5Å分解
能という高分解能の回折データを与えた口通常、このような良質の結晶を得るためには目的とする試料の純度が重要
であり、今回のような結晶化のケースは非常にめずらし L 、。その原因としては、親水性の高いリボソームが沈殿剤の
役割を果たしたということが考えられる o
論文審査の結果の要旨
田中秀明君の論文は超好熱菌の蛋白質とウイルスの構造に関するものである。 1000C以上の温度で生育する超好熱
菌の蛋白質のX線結晶構造解析を行い、超好熱性蛋白質の熱安定性の要因を初めて定量的に明らかにした。
また、超好熱菌由来の球状ウイルスを精製、結晶化し、 3.8λ分解能で結晶構造解析した。これは、分子量が700万
をこえるウイルスの構造解析であるだけでなく、超好熱菌由来のウイルスとして初めての構造決定であり、その意義
は大きし、。
よって、この論文は博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認める。
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